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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家重点研发计划课题（２０１７ＹＦＣ１７０１００３）
 ［通信作者］　王光忠，教授，研究方向：中药饮片及其制剂物质基础和质量控制研究；Ｅｍａｉｌ：ｗｇｚｈｏｎｇ４０６７＠ｓｉｎａｃｏｍ

ＨＰＬＣ同时测定虎杖根不同部位中的５种活性成分△

孔德暄１，朱映睿１，朱蔚然１，傅敏１，王光忠１，２

１湖北中医药大学 药学院，湖北　武汉　４３００６５；
２湖北省中药炮制工程技术研究中心，湖北　武汉　４３００６５

［摘要］　目的：测定虎杖不同根部位（根木质部、根茎木质部、根表皮、根茎表皮、根、根茎）中的５种活性成
分含量，为虎杖的综合利用和质量控制提供科学依据。方法：色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＥｘｔｅｎｄＣ１８柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ），流动相为乙腈和水，柱温为４０℃，检测波长为２９０ｎｍ，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。结果：５种成分线性良好
（ｒ＞０９９９），平均加样回收率为９８４％～９８８％。虎杖苷在根茎表皮中含量最高，为７２４８ｍｇ·ｇ－１；白藜芦醇和大
黄素在根表皮中含量最高，分别为８８３ｍｇ·ｇ－１和２３９６ｍｇ·ｇ－１；大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷在根茎木质部中含量最
高，为４０５７ｍｇ·ｇ－１；大黄素甲醚在根茎木质部中含量最高，为１７２４ｍｇ·ｇ－１。结论：该方法快速、准确，操作简
单，专属性强，可为虎杖的质量评价提供参考依据。

［关键词］　虎杖；虎杖苷；白藜芦醇；大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷；大黄素；大黄素甲醚
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虎杖为蓼科植物虎杖 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ
ＳｉｅｂｅｔＺｕｃｃ的干燥根茎和根。具有利湿退黄、清
热解毒、散瘀止痛、止咳化痰的功效。可用于湿热

黄疸，风湿痹痛，跌打损伤，肺热咳嗽等病症［１］。

现代研究发现，虎杖具有抗炎、抗菌、抗血栓、保

护心肌、抗氧化、抗肿瘤等作用［２６］，其主要含有二

苯乙烯、蒽醌及黄酮类等成分，其中二苯乙烯类主

要有白藜芦醇和虎杖苷及其衍生物；蒽醌类成分主

要有大黄素、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素８单甲
醚、蒽苷Ａ、蒽苷 Ｂ等；黄酮类成分主要有槲皮素
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及其苷等［７］。２０１５版 《中华人民共和国药典》中虎

杖药材和饮片以虎杖苷、大黄素的含量作为控制质

量的标准之一［１］，相关文献报道也多数对虎杖中的

大黄素、虎杖苷及白藜芦醇的含量进行检测［８９］，但

是虎杖中还含有很多其他的有效成分，只选两三个

有效成分并不能全面控制虎杖的质量。

近年来，随着人们对虎杖中主要活性成分白黎

芦醇研究的不断深入，其开发利用的领域在不断扩

展，资源消耗量日渐增大。虎杖的应用包括根

（皮、木质部）、根茎（皮、木质部）、茎、叶等部

位，不同部位质地、色泽、成分和作用均有差异。

为此，本研究围绕虎杖根、根茎药用部位中含有的

虎杖苷、白藜芦醇、大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷、大
黄素、大黄素甲醚等主要活性成分的分布进行分析

评价［１０１１］，旨在为虎杖资源的科学合理利用提供

依据。

１　仪器与试药

１１　仪器

安捷伦１２６０高效液相色谱仪（ＶＷＤ检测器）；
ＡｇｉｌｅｎｔＥｘｔｅｎｄＣ１８色 谱 柱 （２５０ ｍｍ ×４６ｍｍ，
５μｍ）；ＳＫ７２００ＨＰ超声清洗器（上海科导超声仪器
有限公司）；ＸＳＥ１０５ＤＵ十万分之一分析天平（瑞士
ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司）；ＡＬ２０４万分之一电子天
平（梅特勒托利多仪器有限公司）。

１２　试药

虎杖（批号分别为：１５１２０１、１５１２０２、１５１２０３、
１８１０１２、１８１０１３、１８１０１４，采自湖北省房县），经
湖北中医药大学生生药教研室余坤教授鉴定为蓼科

植物虎杖 ＰｏｌｙｇｏｎｕｍｃｕｓｐｉｄａｔｕｍＳｉｅｂｅｔＺｕｃｃ的干
燥根茎和根。虎杖苷（批号：Ｈ０１２１６１２１６，纯度
≥９８０％，成都瑞芬思生物科技有限公司）；白藜
芦醇（批号：Ｂ００２１７０４２６，纯度≥９８０％，成都
瑞芬思生物科技有限公司）；大黄素８ＯβＤ葡萄
糖苷（批号：Ｄ０１８１７１２１６，纯度≥９８０％，成都
瑞芬思生物科技有限公司）；大黄素（批号：

１５１２１５，纯度≥９８０％，四川省维克奇生物科技有
限公司）；大黄素甲醚（批号：１５１０２４，纯度≥
９８０％，四川省维克奇生物科技有限公司）。水为
重蒸馏水，乙腈、甲醇为色谱级乙腈，其他试剂均

为分析纯。

２　方法与结果

２１　溶液的配制

２１１　混合对照品溶液配制　分别称取虎杖苷、白
藜芦醇、大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷、大黄素、大黄
素甲醚适量，色谱甲醇溶解，配置成质量浓度分别

为１０２２、０２０３、０９５、０４５、０４８ｍｇ·ｍＬ－１的对
照品储备液。

分别精密吸取虎杖苷、白藜芦醇、大黄素８Ｏ
βＤ葡萄糖苷、大黄素、大黄素甲醚对照品储备液
适量，置５ｍＬ容量瓶中，色谱甲醇定容至刻度，摇
匀，即得虎杖苷、白藜芦醇、大黄素８ＯβＤ葡萄
糖苷、大黄素、大黄素甲醚质量浓度分别为２０４４、
４０６、１９００、９００、９６０μｇ·ｍＬ－１的混合对照品
溶液。

２１２　供试品溶液制备　精密称取虎杖样品粉末
０２ｇ，精密加入 ６０％乙醇 ２５ｍＬ，称质量，超声
３０ｍｉｎ，冷却，称质量，补足减失质量，滤过，取
续滤液过０４５μｍ滤膜，即得供试品溶液。

２２　色谱条件

色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＥｘｔｅｎｄＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×

４６ｍｍ，５μｍ），流动相为纯乙腈（Ａ）和水（Ｂ），流
速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为 １０μＬ，检测波长为
２９０ｎｍ，柱温为４０℃。线性梯度洗脱（０～４０ｍｉｎ，
１５０％～５００％Ａ；４０～６０ｍｉｎ，５００％ ～９００％Ａ）。
供试品溶液和混合对照品溶液色谱图见图１～２。

注：Ａ根茎；Ｂ根；Ｃ根茎表皮；Ｄ根表皮；Ｅ根茎木质部；

Ｆ根木质部；１虎杖苷；２白藜芦醇；３大黄素８ＯβＤ葡萄

糖苷；４大黄素；５大黄素甲醚。

图１　虎杖不同药用部位色谱图
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注：１．虎杖苷；２．白藜芦醇；３．大黄素８ＯβＤ葡萄糖

苷；４．大黄素；５．大黄素甲醚。

图２　虎杖混合对照品色谱图

２３　线性范围考察

吸取混合对照品溶液０２５、０５０、０７５、１００、
１５０、２００ｍＬ分别置５ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至
刻度，混匀。按２２项下色谱条件不同浓度对照品
均进样１０μＬ，测定峰面积。以质量浓度为横坐标
（Ｘ），峰面积为纵坐标（Ｙ），进行线性回归，得回归
方程。表１结果表明，５种成分的质量浓度与峰面
积呈良好的线性关系，ｒ均大于０９９９。

表１　虎杖５种成分检测方法线性范围考察结果

样品 回归方程
线性范围／
ｍｇ·ｍＬ－１

ｒ

虎杖苷 Ｙ＝２２６６５Ｘ－１２６４７ ００１００～００８２０１００００

白藜芦醇 Ｙ＝３８３７４Ｘ－５８４５ ００１００～００８０００９９９３

大黄素８Ｏβ
Ｄ葡萄糖苷

Ｙ＝９７７０４Ｘ－３２８４８ ０００９５～００７６００９９９９

大黄素 Ｙ＝２８３１９Ｘ＋２６４１４ ０００５０～００３９６１００００

大黄素甲醚 Ｙ＝９７７０４Ｘ－３２８４８ ０００４８～００３８４０９９９９

２４　精密度试验

取混合对照品溶液１份，进样１０μＬ，连续进样
６次，测得峰面积，计算得虎杖苷、白藜芦醇、大黄

素８ＯβＤ葡萄糖苷、大黄素、大黄素甲醚 ＲＳＤ分
别为０３％、０２％、０４％、０１％、０２％，说明仪
器的精密度良好。

２５　稳定性试验

取２１２项下供试品溶液，分别于０、２、４、８、
１２、２４ｈ进样１０μＬ进行分析，测定峰面积，得虎
杖苷、白藜芦醇、大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷、大黄素、
大黄素甲醚峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０８％、０６％、
０４％、０３％、１２％，说明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

２６　重复性试验

取同一批样品６份，按２１２项下方法制备供
试品溶液，参照２２项下色谱条件测定其含量，计
算得虎杖苷、白藜芦醇、大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷、
大黄素、大黄素甲醚平均质量分数为１７２３、２１３、
１８９７、７１６、１４８２ｍｇ·ｇ－１，其 ＲＳＤ分别为 ０９％、
０８％、１０％、０７％、０８％，说明该方法重复性良好。

２７　加样回收试验

取同一批样品６份，每份０１ｇ，精密称定，分
别加虎杖苷（１０２２ｍｇ·ｍＬ－１）１５ｍＬ、白藜芦醇
（０２０３ｍｇ·ｍＬ－１）１ｍＬ、大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷
（０９５ｍｇ·ｍＬ－１）１ｍＬ、大黄素（０４５ｍｇ·ｍＬ－１）
２ｍＬ、大黄素甲醚（０４８ｍｇ·ｍＬ－１）３ｍＬ，按２１２
项下方法制备供试品溶液，参照２２项下色谱条件
分别测定峰面积，计算回收率，结果虎杖苷、白藜

芦醇、大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷、大黄素和大黄素
甲醚的平均回收率分别为９８８％、９８６％、９８５％、
９８４％、９８６％，ＲＳＤ分别为０６％、０６％、０７％、
０８％、０９％，结果见表２。

表２　虎杖５种成分加样回收率试验结果（ｎ＝６）
名称 加样量／ｇ 样品中含量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

虎杖苷 ０１０１７ １７１６ １５３３ ３２１４ ９８９ ９８８ ０６

０１００５ １７０６ １５３３ ３１７９ ９８１

０１０２９ １７２７ １５３３ ３１９８ ９８１

０１００４ １７０５ １５３３ ３２２７ ９９６

０１０１９ １７２３ １５３３ ３２３４ ９９３

０１０１７ １７１８ １５３３ ３２０４ ９８５

白藜芦醇 ０１０１７ ０２３２ ０２０３ ０４２８ ９８３ ９８６ ０６

０１００５ ０２０９ ０２０３ ０４０９ ９９２

０１０２９ ０２２１ ０２０３ ０４１５ ９７８

０１００４ ０２１８ ０２０３ ０４１９ ９９５

０１０１９ ０２１５ ０２０３ ０４１１ ９８３

０１０１７ ０２２３ ０２０３ ０４２０ ９８５
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续表２
名称 加样量／ｇ 样品中含量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷 ０１０１７ １８８８ １９００ ３７１５ ９８１ ９８５ ０７

０１００５ １８７７ １９００ ３７２１ ９８５

０１０２９ １８９９ １９００ ３７４２ ９８５

０１００４ １８７６ １９００ ３７４６ ９９２

０１０１９ １８９５ １９００ ３６９８ ９７４

０１０１７ １８９０ １９００ ３７６１ ９９２

大黄素 ０１０１７ ０７３８ ０９００ １６０１ ９７７ ９８４ ０８

０１００５ ０７３４ ０９００ １６２５ ９９５

０１０２９ ０７４３ ０９００ １６２７ ９９０

０１００４ ０７３３ ０９００ １６０８ ９８４

０１０１９ ０７４１ ０９００ １６１４ ９８３

０１０１７ ０７３９ ０９００ １５９８ ９７５

大黄素甲醚 ０１０１７ １４８６ １４４０ ２８４６ ９７３ ９８６ ０９

０１００５ １４７７ １４４０ ２８９７ ９９３

０１０２９ １４９４ １４４０ ２８８４ ９８３

０１００４ １４７６ １４４０ ２８５２ ９７８

０１０１９ １４９１ １４４０ ２９１８ ９９５

０１０１７ １４８７ １４４０ ２９０５ ９９２

２８　虎杖中５种化学成分的含量测定
精密量取 ６份不同批次的样品适量，按 ２１２

项下方法制备供试品溶液，依次进样分析，测定峰

面积，计算虎杖根不同部位中虎杖苷、白藜芦醇、

大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷、大黄素、大黄素甲醚的
含量，结果见表３。

表３　虎杖不同药用部位５种成分含量测定结果
ｍｇ·ｇ－１

部位
样品

批号
虎杖苷

白藜

芦醇

大黄素８Ｏ
βＤ葡萄糖苷

大黄素
大黄素

甲醚
药用部位

样品

批号
虎杖苷

白藜

芦醇

大黄素８Ｏ
βＤ葡萄糖苷

大黄素
大黄素

甲醚

根茎 １５１２０１ ５７３３ １２６ ３４６４ ３７６ １５３５ 根表皮 １５１２０１ ２４１５ ８８３ １０２６ ２３２９ ８８９

１５１２０２ ５７６０ １２２ ３５６２ ３５５ １４８２ １５１２０２ ２３７６ ８６５ ９９６ ２３２５ ９３０

１５１２０３ ５７２４ １１８ ３４９４ ３４２ １４５２ １５１２０３ ２３６６ ８５２ ８３３ ２３９６ ８７９

１８１０１２ ５６８０ １２５ ３５５２ ３５９ １４７６ １８１０１２ ２３８７ ８７６ ９５４ ２３５４ ９２６

１８１０１３ ５５７６ １１３ ３４７１ ３４８ １５１２ １８１０１３ ２４２５ ８５８ ９６８ ２３８６ ９４２

１８１０１４ ５７１２ １２１ ３４８５ ３６５ １４３５ １８１０１４ ２３４６ ８６４ １０１２ ２３６８ ９１２

根 １５１２０１ ２７００ ６０４ １４２６ ９７６ １３１５ 根茎木质部 １５１２０１ ３５７５ ０３４ ３８２７ ０７４ １６２１

１５１２０２ ２６８２ ５９９ １３５２ １０２０ １４３０ １５１２０２ ３６９０ ０３６ ４０５７ ０７１ １７０５

１５１２０３ ２７１８ ６１７ １３８３ １００４ １３４４ １５１２０３ ３５７３ ０３４ ３９５２ ０７２ １７１４

１８１０１２ ２６５２ ６１２ １４１５ １０３２ １４１２ １８１０１２ ３５８４ ０３１ ４０５１ ０６４ １６４９

１８１０１３ ２６９４ ６２３ １３６８ ９８６ １３８５ １８１０１３ ３６７２ ０３３ ３８５４ ０７３ １７２４

１８１０１４ ２７１３ ２８４ １３７１ ９９４ １４２８ １８１０１４ ３６８４ ０３５ ３９８４ ０７８ １６８９

根茎表皮 １５１２０１ ７２１８ ４１３ ３８２４ １３６５ ９５９ 根木质部 １５１２０１ １７７５ ２２６ １９８３ ７３２ １５１８

１５１２０２ ７２２２ ４２４ ３８９５ １３２９ ９５４ １５１２０２ １７０２ ２１５ １８７２ ７３２ １４７３

１５１２０３ ７２５８ ４３０ ３６７４ １４８２ ９８８ １５１２０３ １７９３ ２２５ １９２８ ７３８ １４９０

１８１０１２ ７１３５ ４０９ ３７５８ １４４６ ９６４ １８１０１２ １６８５ ２４８ １９５３ ７５６ １４８９

１８１０１３ ７０８２ ４３６ ３８４５ １３８７ ９５３ １８１０１３ １７６５ ２１６ ２０１２ ７６８ １５３６

１８１０１４ ７２４８ ４２８ ３７０８ １４５３ ９９１ １８１０１４ １７８４ ２３８ １９４５ ７２４ １５４９
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３　讨论

３１　色谱条件的选择

为了提高分析的灵敏度和精确度，本文考察了

不同流动相组成（甲醇水、乙腈水）对实验结果的
影响，结果表明，流动相采用乙腈水梯度洗脱，能
够获得良好的色谱分离效果。采用 ＵＶ检测器对检
测波长进行了考察，根据５种对照品的紫外可见吸
收光谱，虎杖苷和白藜芦醇在３１０ｎｍ左右有最大吸
收，而大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷、大黄素和大黄素
甲醚在２９０ｎｍ和 ４４０ｎｍ左右有最大吸收。综合考
虑，选择２９０ｎｍ作为检测波长。

３２　供试品溶液制备的优化

为了使 ５种活性成分能被更完全地提取出来，
本研究对提取溶剂（８０％乙醇、６０％乙醇、４０％乙醇
和甲醇）、提取时间（１０、２０、３０、４０ｍｉｎ）等影响
因素进行考察，记录色谱图。结果显示，以６０％乙
醇为提取溶剂、超声提取 ３０ｍｉｎ制备样品的色谱图
峰面积相对较大，化合物总含量相对较高，故最终

确定供试品的制备方法：６０％乙醇超声提取３０ｍｉｎ。
本实验对虎杖的根茎、根、根茎表皮、根表皮、

根茎木质部、根木质部中的虎杖苷、白藜芦醇、大黄

素、大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷和大黄素甲醚５种活性
成分进行了定量分析。结果表明，虎杖苷在根茎表皮

中质量分数最高，为７２４８ｍｇ·ｇ－１；白藜芦醇和大黄
素在根表皮中质量分数最高，分别为８８３ｍｇ·ｇ－１和
２３９６ｍｇ·ｇ－１；大黄素８ＯβＤ葡萄糖苷在根茎木
质部中质量分数最高，为４０５７ｍｇ·ｇ－１；大黄素甲
醚在根茎木质部中质量分数最高，为１７２４ｍｇ·ｇ－１。
因此在采收虎杖药材时表皮尽量不要破损，要尽量保

存其根及根茎的完整，最大程度上保留虎杖的有效成

分。方法学考察结果表明本方法具有很好的重复性、

稳定性、精密度和回收率，说明该方法准确、可靠。

白藜芦醇及虎杖苷具有抗肿瘤、降血脂、抑制

血小板聚集、调节脂蛋白代谢、保肝、抗氧化、抑

菌等多种药理作用，而以大黄素、大黄素甲醚为代

表的蒽醌类化合物具有抗菌、保肝、泻下、抗癌等

功能［１２］。检测分析结果提示，为了更好利用虎杖活

性成分、提高疗效，可根据临床需要选择不同部位

入药。该研究为虎杖资源的合理利用提供了科学

依据。
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